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1. UVOD

Clovék mtze v pribéhu svého Zivota onemocnét riznymi chorobami. Je mnoho
vaznych chorob, jejichz vyléceni lze dosdhnout jen spolupraci lékatského tymu, vyuzitim
veskeré "ars medica" a nejnovéjSich farmaceutickych preparat. Pro mnohé z téchto
nemoci vSak jsou k dispozici i bylinné recepty, které lze piipadné pouzit jako podpurné,
pokud s tim oviem oSetfujici 1ékai souhlasi. Zel, pro mnohé z téchto t&zkych a vaznych
chorob neni v oblasti bylinné 1€¢by nic k dispozici. S 1éCivymi rostlinami nelze 1éCit

vSechno, avsak lze 1é¢it mnohé a mnohé¢ zlepsit.

Mnoha nemocem se da piedejit uzitim bylin v po¢ate¢nim stadiu choroby, U mnoha
chorob jsou byliny vhodnou doplitkovou 1écbou, v jinych ptipadech mohou byliny
neutralizovat vedlej$i vlivy chemickych 1éka (antirevmatika, cytostatika). Tady je jejich
velky ekonomicky vyznam, nebot’ se pomoci bylin da usetfit vyroba chemickych 1€k,

¢asto s drahymi dovozovymi komponenty.

Nejvyznamnéjsi oblasti je prevence. Uskuteciovani prevence pomoci syntetickych
preparatl je zcela nemozné, nebot’ lidsky organismus v dne$ni dob& je zcela pteplnén
chemickymi latkami. V davnych dobéch, kdy lidé m¢li ptirodé bliz, neznali v podstaté jiné
1écebné prostredky, neZ ptirodni, a citlivé pouzivali veSkera bohatstvi, ktera jim pfiroda

nabizela sama.

Rostlinny materidl se ziskdva bud’ sbérem plan€ rostoucich rostlin nebo z polnich
monokultur. Sbér nelze provadét v ptipade, Ze je rostlina chranéna. Plané rostouci druhy
¢asto nemohou pokryt spotiebu drog, hrozi také nebezpeCi zamény a falSovani drogy.
Vyslechténé odrudy davaji vétsi vynosy, maji vyssi obsah a konstantni slozeni obsahovych
latek. Nevyhodou vétSich monokultur je zvySené nebezpeci skiidcti a chorob, nelze se
proto vyhnout pouziti pesticidi, které vSak mohou nepiiznivé ovlivnit biosyntézu
sekundédrnich metabolitl i znehodnotit rostlinu rezidui. Tyto problémy vedly k hledani

alternativnich zplsobi ziskévani pfirodnich surovin.

V soucCasnosti je veénovana velkd pozornost biotechnologickym metodam
zaloZzenym na kultivaci rostlinnych bun¢k a tkani. Kultivace explantatovych kultur probiha
za fizenych podminek — bez zavislosti na ro¢nim obdobi, klimatickych podminkach apod.

Produkovana biomasa je vysoce homogenni, sterilni a vyhodou je i moznost kontinudlni



produkce latek po cely rok.

Zvyseni produkce a akumulace sekundarnich metabolitli v rostlinach péstovanych
béznym zpusobem i v kulturach in vitro lIze dosahnout pomoci elicitace. Jde o metodu,
ktera je zaloZena na signalem (elicitorem) indukované expresi genil, coz vede k nartstu
hladiny metabolicky aktivnich enzyml a nasledné¢ i k zvySeni intenzity syntézy

sekundarnich metabolitu.

Problematikou elicitace explantatovych kultur abiotickym elicitorem (chloridem
kademnatym) a vlivem riznych koncentraci kademnatych iontii na tuto kulturu se zabyva i

tato prace.

2. CiL PRACE

2.1. Seznamit se s metodikou kultivace a elicitace rostlinnych

explantatovych kultur in vitro.



2.2. Sledovat vliv puasobeni riznych koncentraci a doby
aplikace abiotického elicitoru chloridu kademnatého na
produkci sekundarnich metaboliti suspenznimi kulturami

Trifolium pratense L. (variety DO-9 a SPRINT)

3. TEORETICKA CAST

3.1. Trifolium pratense L. - jetel luéni, Fabaceae (bobovité)

3.1.1. Botanicky popis rostliny

Vytrvald (u nékterych kulturnich forem jen 2-3letd bylina) se silnym, kiilovym
kotenem, ktery saha i pfes 60 cm hluboko do pldy, a s trsnatym oddenkem bez vybézka, z
ne¢hoz vyrhstd piizemni ruzice listh a pfimé nebo vystoupavé, jednoduché nebo spote

rozvétveng, 20-50 cm vysoké, chlupaté a vétSinou trochu hranaté lodyhy o 3-5 ¢lancich.



Vsecky listy jsou trojCetné, spodni dlouze tapikaté, hotejsi s fapiky kratSimi az
prisedlé, s palisty vejCité kopinatymi, s fapikem listu vysoko srostlymi, ostfe Spicatymi a
vné chlupatymi. Listy jsou slozené z listkit 7-15 X 15-30 mm velikych, vej€itych az Siroce
elipcitych, skoro celokrajnych, na lici lysych a ozdobenych pfi¢nou, bélavou nebo

cervenohnédou skvrnou, vespod pfitiskle chlupatych a na okraji brvitych.

Drobné, masové riizové, Cervené nebo fidceji vybledlé¢ az bilé kvitky skladaji v
poctu 30-60 hlavkovita kvétenstvi 2-3 cm v priméru méfici, jez jsou kulatd nebo vejcita,
polozakryta velikymi palisty podptirnych listd. Na jedné lodyze byvaji 1-3 kvétenstvi,
rozmisténd tak, Ze postranni vyrlstaji v pazdi listd a hotejsi je zdanlivé vrcholové.
Péticetné kvitky jsou pfisedlé, bez listencl, 13-18mm dlouhé, ptimé, slozené z 10zilné¢ho
kalichu, ktery je kratce chlupaty a ma dolni zub delsi, zbarveny bé¢lozelené nebo
nacervenale. Motylovita koruna je k dolejsku srostld a horni jeji platek ¢ili pavéza je delsi

nezli oba postranni (kiidla) a dva spodni jsou srostlé ve ¢lunek.

Pestik méni se za plodu ve vejcity, tence blanity, jednosemenny lusk, otevirajici se
vitkem.! Semena nesoumérné srdcovita, ponckud zplostéla, 1,5-2,0 mm dlouhd, 1,2-1,5

I R LA < )
mm Sirokd, zlutd az piskoveé hnéda. Kvete od kvétna do zafi.

3.1.2. Vyskyt

Na lukach, v ptikopech, ve svétlinach lesnich roste divoce a je také hojné péstovan
na polich jako pice pro dobytek. Je to rostlina zna¢né proménliva, ktera roste z roviny az
do hor skoro v celé Evropé a v zdpadni Asii, kde zasahuje na vychod aZz k Altaji,
Bajkalskému jezeru a do Kasmiru. V Severni a Jizni Americe a na Novém Z¢landu roste
jen zplanéle. Je to vyznamna medonosna rostlina: dvacet milionil opylenych kvéta dava 1
kg medu a 30 kg semene. Opyleni obstardvaji hlavné¢ ¢melaci a néktefi motyli, nebot’
ostatni hmyz ma vétSinou krat$i sosak, nez je zapotiebi. Péstujeme-li jetel na semeno,
poskytne ndm pii prvnim seceni méné semene nez pii druhém, nebot’ na jaie je jeSté malo

¢melaka, takze opyleni je Spatné. !
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3.1.3. Odrudy

Rostliny v CR patii ke tiem poddruhtim, které byvaji nékdy hodnoceny jako
odrtdy.

» Lodyhy s pritisklymi, obvykle bélavymi chlupy nebo olysalé
» Lodyhy s hustymi, nestejnomérné¢ odstalymi, obvykle rezavymi nebo hnédymi
chlupy

Trifolium pratense subsp. americanum

» Listky (1,0-) 1,5-3 cm dlouhé, lodyhy pfitiskle chlupaté, plné 15-40 cm vysoké,
poléhavé nebo vystoupavé; kvétenstvi vétsinou jednotliva, 2,0-3,5 mm v priméru

Trifolium pratense subsp. pratense

» Listky 4,0-5,0 (-7,0) cm dlouhé, lodyhy fidce pfitiskle chlupaté az téméft lysé, duté,
40-70 (-100) cm vysoké, obvykle piimé; kvétenstvi Casto po dvou, 3-4 cm v
primeéru

Trifolium pratense subsp. sativum 2

Subsp. pratense — jetel luéni pravy

Ekologie a cenologie: Louky a pastviny, lesni lemy. Optimum na cerstvych,

zivinami bohatych hlubokych pidach v oblastech s mirnymi zimami a dostatkem srazek.

Rozsifeni v CR: V celém arealu druhu s vyjimkou vysokohoii (max. Kralicky

Snéznik 1370 m)
Vyznam: Lécivka, pro obsah glykosidd, silic, tfislovin, organickych kyselin a

dalSich latek byvaji vykupovana kvétenstvi bez palisti podptirnych listd. Obsahové latky

maji i kv€tenstvi subsp. sativum

11



Subsp. sativum — jetel lu¢ni sety

Vyznam: Trifolium pratense subsp. sativum ptedstavuje jednu z nejvyznamnéjSich
picnin. V Cechach se péstuje od roku 1771. Kromé vlastni produkce zelené hmoty je

vyznamny zlepSovanim kvality pady.

Poznamka: Vyhradné¢ cizosprasna rostlina opylovana piedev§im c¢melaky;

kultivary s kratSimi kvéty mohou byt opylovany i véelami. VyS$$i produkce semen v

vvvvvv

Subsp. americanum — jetel luéni americky

Trifolium pratense subsp. americanum bylo tdajné vypéstovano v Severni Americe
z rostlin anglického ptivodu. K ndm byl dovezen v 80. letech minulé¢ho stoleti, v dob¢
nedostatku semen domaci provenience a byl péstovan jesté zacatkem 20. stol. Pozdéji se

od jeho péstovani upustilo, protoze ho dobytek odmital.?

Na poli se Casto zaménuje s podobnym druhem jetelem zvrhlym — Trifolium
hybridum L., lidové nazyvanym jetel $védsky, ktery ma listy bez charakteristickych
pulmésicovitych skvrn, hldvky jsou dlouze stopkaté, korunni listky Spinave bilé az rizové.
Elipsovité lusky obsahuji az 4 drobna, nepravidelné srdcita, zelené¢ az hnédé zbarvena

semena. ®
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3.1.4. Sbér a uprava drogy

Trifolium pratense kvete od zati do fijna. Jako droga se pouzivaji nerozpadlé
hlavky — Trifolii pratensis flos. (Droga neni oficinalni v Ceském 1ékopise 2005). Sbiraji se
v pocatku kvétu. Prekvetlé jsou bezcenné, protoze pii suseni hnédnou. Kvéty se mohou
jeden den vystavit v jednoduché vrstvé pfimému slunci a pak dosusit ve stinu a v privanu.
Ptehrabavanim se hlavky snadno rozpadaji a davaji bezcennou drt. Spravné ususena droga
zachova plivodni barvu nebo trochu ztmavne, ale nesmi byt rezava. Susi-li se umé¢le, nema
teplota prekrocit 35 °c. Drogu chranime pfi skladovani ptfed svétlem a vlhkem, rychle

podléha zkaze.*

3.1.5. Pouziti

V lidovém Ié¢itelstvi se Trifolium pratense uziva pii bronchitidé, cukrovce, proti
prijmim a pii revmatismu, také do obkladii pti pfiusnicich. Je soucasti fady potravnich
doplnkli na zmirnéni projevii menopauzalnich obtizi, vhodné je i jako vonné a chutové
korigens do ¢ajovych smési (aromatikum). Zevné se uziva jako dezinfekce kiize ve formeé
nalevll na hnisavé rany a ekzémy. Mladé listy jetele jsou podobné& jako Spenat uZivany jako

zelenina. Koupeli se téz uZiva proti revmatismu.

Droga z jetele nema zadny vedlej$i nezadouci ucinek a Ize ji kombinovat s métou,

fenyklem, matetidouskou nebo tymidnem. Kombinace s kofenem a listem pampelisky je

vhodna jako metabolikum.*>®

3.1.6. Obsahové latky
3.1.6.1. Isoflavonoidy
3.1.6.1.1. VSeobecné vlastnosti

Isoflavonoidy patii mezi rozsahlou skupinu flavonoidi, sekundarnich metaboliti
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Siroce rozsifenych v rostlinné fiSi. VSechny isoflavonoidy jsou barevné latky, které jsou

zodpoveédné za barvu kvétu a ploda.

Isoflavony spoleéné s lignany, kumestany a stilbeny patti do skupiny fytoestrogent.

3.1.6.1.2. Fytoestrogeny

jsou fenolické latky napodobujici strukturu pfirozenych savcéich estrogenti a
vykazujici slabou estrogenni aktivitu. Pro lidskou populaci je hlavnim zdrojem

fytoestrogent potrava.

Existence fytoestrogenii byla poprvé postulovana a brzy také prokazana Bennetsem
v roce 1946 v souvislosti s neplodnosti ovci pasenych dlouhodobé na pastvinach s velkym
vyskytem jetele podzemniho (Trifolium subterraneum, Fabaceae). V roce 1954 z ngj
Bradbury a White izolovali genistein a formononetin, isoflavonoidy s estrogennim
ucinkem. Neplodnost byla zjisténa nejprve u ovci, jelikoz hovézi dobytek je 0 mnoho méné

citlivy vaci fytoestrogenam.
Nekdy se isoflavonoidy a lignany oznacuji jako fenolické fytoprotektanty
(PPP, phenolic phytoprotectants). ®®

3.1.6.1.3. Vyskyt

Isoflavony jsou taxonomicky tzce rozSiteny v piirodé na rozdil od ostatnich
vSudyptitomnych flavonoidi. Isoflavonoidy se vyskytuji v pfevazné vétSin€ v rostlinach
bobovitych (Fabaceae). Toto taxonomické omezeni je spojeno pravdépodobné se

zavislosti na enzymu potiebném k preskupeni 2-fenylchromanu na 3-fenylchroman

14



(pteskupeni z flavanonu na isoflavon).

Nejbohat§im zdrojem je sdja lustinata (Glycine max, Fabaceae). DalSimi
vyznamnymi zdroji jsou jetel luéni (Trifolium pratense, Fabaceae), jetel plazivy (Trifolium
repens, Fabaceae) a tolice vojtéska (Medicago sativa, Fabaceae). Isoflavonoidy se
vyskytuji také v nékterych 1é¢ivych rostlinach jako je krucinka barviiska (Genista

tinctoria, Fabaceae) a janovec metlaty (Sarothamnus scoparius, Fabaceae).

Z dalsich celedi tfidy dvoudé€loznych, u kterych byly objeveny
isoflavonoidy, miZzeme zminit zejména Rubiaceae a Passifloraceae, poptipadé
Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Cruciferae, Moraceae, Myristiceae, Rosaceae a
Scrophulariaceae. Ovsem vyskyt isoflavonoidii v téchto celedich je ojedinély a potvrzen u

jednoho rodu ¢i druhu.

Isoflavonoidy se nachazeji nejen v rostlinach, ale také ve vyrobcich z téchto

rostlin. Tak byly zji§tény isoflavonoidy v malé mife i v bourbonu & v pive. ®

3.1.6.1.4. Historie a lidové lécitelstvi

Isoflavonoidy, resp. rostliny obsahujici isoflavonoidy se pouzivaly v mnoha

kulturach po celém svéte jiz mnoho staleti. Jejich vyznam byl ovSem velice rozdilny.
V Asii, kde tvori jako obsahové latky so6ji (Glycine max, Fabaceae) soucast

kazdodenniho jidelnicku, je dnes chapeme nejvice jako protektivni faktory proti

nadorovym a kardiovaskularnim onemocnénim.
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3.1.6.1.5. Struktura, rozdéleni

Isoflavonoidy patti mezi skupinu flavonoidd, strukturné se ovSem od ni lisi

zakladnim 1,2-difenylpropanovym skeletem (C6C3C6).

Isoflavonoidy jsou strukturné vice rozmanité nez ostatni skupiny flavonoidu a tvoii

nékolik skupin, které se 1i$i stupném oxidace pyranového kruhu.

Vzhledem k velké strukturni rozmanitosti je i ¢islovani struktur isoflavonoida
rizné.

Nejrozsahlejsi skupinou isoflavonoidia jsou isoflavony a druhou nejpocetné;si
pterokarpany. Isoflavany jsou nejvice redukovand a kumestany nejvice oxidovana forma

isoflavonoidua.

Isoflavonoidy se vyskytuji jednak volné jako aglykony, jednak ve formé
glykosidicky vazanych sloucenin. Ov§em ve srovnani s velkou skupinou glykosidu flavona
a flavonola je skupina isoflavonoidnich glykosidit mala. Nejcastéjsimi isoflavonoidnimi
glykosidy jsou 7-glukosidy, 7-rhamnosylglukosidy, méné¢ pak 4’-glukosidy a 4'-

rhamnosylglukosidy. ~ C-glykosidy ~ se  vyskytuji  spise  vzacns. &%

3.1.6.1.6. Metabolismus a farmakokinetika

Absorpce isoflavonoidu je zahajena hydrolyzou esterové vazby glykosidu stievnimi
bakteridlnimi  B-glukosiddazami, kyselinou chlorovodikovou v Zzaludku nebo -
glukosidazami pfitomnymi v potraveé. Pusobenim antibiotik se blokuje témér zcela

premeéna rostlinnych fytoestrogent na jejich metabolity.

Po absorpci, ktera probiha po celé délce stieva a pravdépodobné pasivni difizi, jsou
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volné aglykony transformovany na glukuronidy a sulfoglukuronidy, ovSem pfevlada
transformace na glukuronaty. Tato reakce je katalyzovana UDP-glukuronyltransferazou.
Tyto konjugaty jsou podobné jako u endogennich estrogeni vylucovany moci, ale ne vice
nez 50% a v men$i mife stolici. Eliminace moc¢i probihd ve dvou vlnach, ta druhd byva
vyvolana pravdépodobné uvolnénim isoflavonoidii z enterohepatalni cirkulace. Tento

proces je ostatné u metabolismu fytoestrogent Casty.

Po vylouceni do zlu¢i mohou byt konjugované isoflavonoidy znovu
hydrolyzovany stfevnimi bakteriemi. Dekonjugace pak muze vést k opakované absorpci a

degradaci v tenkém stievu.

Dilezitym poznatkem je, Ze metabolismus isoflavonoidl, resp.
fytoestrogend je variabilni a individualni. V klinickych testech se objevuji podstatné
rozdily. Metabolismus isoflavonoidt zavisi na fad¢ faktort, jako je pohlavi, stafi, faze

menstruacniho cyklu, davka, doba expozice, apod.

Dlouhodobé expozice isoflavony zplsobi u Zen rychlejsi metabolickou
degradaci za vzniku neisoflavonovych metaboliti (equol). ZvySena produkce equolu,
siln¢jsiho a déle pusobiciho estrogenu, nez jsou isoflavony, muze meénit a maskovat

estrogenni  potenci  isoflavonovych  prekurzori  konzumovanych v  potravé.

3.1.6.1.7. Fyziologicka role isoflavonoidti

Isoflavonoidy jsou slabé estrogeny s in vivo aktivitou 100 — 1000x slabsi nez
estradiol, ale mohou byt v téle pfitomny v koncentracich az 100x vyssich nez endogenni

estrogeny.

Estrogenni receptory existuji ve dvou subtypech: dlouhou dobu znamy typ ERa a v
roce 1996 objeveny typ ERDb. Isoflavonoidy se vazi na estrogenni receptory a ptisobi tak

jako slabé estrogeny (hormone like effect), ovSem zaroveit mohou naruSovat funkci
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endogennich estrogenti v lidském organismu.

Princip antiestrogenniho ptisobeni je zalozen také na stimulaci biosyntézy sexualni
hormony vazajici globulin (SHBG) v jatrech. Vyssi hladiny SHBG jsou protektivnim
faktorem proti nadmérnému ptisobeni estrogend i androgent v cilové tkani. Stimulacni

ucinek se odehrava na posttranskripéni urovni stabilizaci SHBG-mRNA.

Ucinek mize byt proto nékdy estrogenni a nékdy antiestrogenni, ale ani u

maximalnich koncentraci dosazitelnych piijmem potravy neni pfili§ dramaticky.

Utinek isoflavonoidii se neprojevuje pouze prostfednictvim estrogennich receptort,
ale mohou ovliviiovat rizné enzymy, syntézu proteind, transport vapniku, oxidaci lipid,

diferenciaci bunék nebo ucinek ristovych faktort.

Isoflavonoidy vykazuji Siroké spektrum biologické aktivity:
- Estrogenni aktivita
- Antioxidacni aktivita
- Antiosteoporoticka aktivita
- Inhibujici angiogenezi
- Antiatherogenni
- Hypocholesteromické
- Antibakterialni
- Insekticidni
- Antifungélni

- Imunosupresivni 8

Kardiovaskularni onemocnéni

Isoflavonoidy mohou mit pozitivni vliv na srde¢ni onemocnéni plisobenim na

estrogenni receptory, ale také snizovanim koncentrace lipidi a lipoproteint v plazmé.
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Isoflavony s6ji mohou stabilizovat LDL lipoproteiny proti oxidaci, o niz se
piedpoklada, ze probiha v arteriich a je povazovana za jednu z moznych pfi¢in vzniku
aterosklerosy. Na lipidové spektrum maji pFiznivéjsi vliv spiSe niz8i davky nez pfrilis

vysoké davky isoflavond.

V prevenci aterosklerézy hraji vyznamnou roli isoflavonoidy i vzhledem ke

zlepSeni vasodilatace u zen v postmenopauze.

Isoflavonoidy jsou také studovany jako zhasece volnych radikalt, zejména

genistein a equol, jejichz aktivita je srovnatelnd s kvercetinem.

Nadorova onemocnéni

U isoflavonoida byly prokazany protektivni u¢inky vici mnoha nadorim. Jedna se

zejména o hormon dependentni tumory.

Hlavni mechanismus protektivniho ucinku isoflavonoida je ve snizeni koncentrace
endogennich estrogeni. Isoflavony so6ji potlacuji syntézu estrogenti a méni jejich

metabolismus smérem od genotoxickych metabolitti k metabolitim inaktivnim.

Ovsem 1 jiné mechanismy maji velky vyznam. Mnohdy klicovym mechanismem
byva inhibice enzymu, které jsou spojeny s rdastem bunék (ornithindekarboxylaza,
tyrosinproteinkindza, DNA-topoisomeraza I a II a histidinproteinkiniza), nebo enzymu
fidicich produkci estronu z androgent (aromataza). Dle nejnovéjSich poznatktl se pfi
kolorektalnim karcinomu uplatiuje i mechanismus aktivace enzymu, jako je NADPH-
chinonreduktdza, ktera chrani buiiky proti mutagennimu a karcinogennimu ucinku volnych

radikalu.

Obecné se da fici, Ze existuje dostatecné mnozstvi dukazi pro pouziti isoflavonoidt

jako ucinnych latek k 1é¢bé rakoviny prostaty. Zde maji vyznam biochanin A, daidzein a
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genistein. Vyznam pii 1é¢bé onemocnéni prostaty ma i inhibi¢ni vliv na So-reduktazu,

enzym, ktery zajistuje pieménu testosteronu na dehydrotestosteron. ®

3.1.6.2. Flavonoidy

3.1.6.2.1. VSeobecné vlastnosti flavonoidu

Flavonoidy jsou v rostlinné ti§i velmi rozSifeny, jednd se o ve vodé rozpustnd
barviva, zodpovédna za barvu kvétl, plodi a nékdy i listd. Prvni zastupci, kteti byli
podrobné zkoumani, byli napadni svoji Zlutou barvou. Odtud je také odvozen nazev z
latinského slova flavus znamenajici zluty. Zluté mohou byt chalkony, aurony a flavonoly.
Také modré, ¢ervend nebo purpurova barva je odvozena od struktury flavonoidi, pfesnéji

anthokyani.

Ulozeni flavonoidd v rostlinném organismu je druhové zavislé. VSeobecné vSak
plati, Ze ve vodé¢ rozpustné glykosidy jsou nej€astéji uloZzeny ve vakuoldch. Mohou byt
ukladany pouze do bunék epidermis listu nebo sou¢asné do epidermis i mezofylu listu. Oba
typy tkdni mohou kumulovat odlisné typy flavonoidd. Aglykony nejcastéji nachazime v
kutikule listl, protoZe aglykony jsou lipofilnéjsi (hydroxylové skupiny ve struktufe
slouceniny jsou Castecné nebo uplné methylované) a tim padem Iépe rozpustné ve voskové

vrstvé na povrchu listu. V kvétech jsou flavonoidy ulozeny v epidermalnich butikach.

Flavonoidy se vyskytuji také v oplodi plodi a semenech, dokonce v pylovych
zrnech. Wiermann v roce 1970 dokézal flavonolové glykosidy ve vnéjsi vrstvé bunek stény

pylového zrna.

Methoxylované derivaty jsou lipofilni a vyskytuji se v silicich.**
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3.1.6.2.2. Chemicka struktura

Flavonoidy se objevuji jak ve form¢ volné, tak ve formé glykosidicky vazanych
sloucenin. Pfiblizné€ je znamo asi 3000 téchto sloucenin a okolo 500 je ve volné formé.
Vsechny flavonoidy maji spole¢nou zakladni strukturu odvozenou od chromanu s fenylem

piipojenym v poloze 2, isoflavonoidy maji fenyl v poloze 3 a neoflavonoidy v poloze 4.

3.1.6.2.3. Funkce v rostlinném organismu

Flavonoidy nemusi byt vzdy barevné, ale mohou pftispivat k zbarveni jako
kopigmenty, naptiklad jako flavonové a flavonolové kopigmenty chranici anthokyany. V
nékterych ptipadech absorbuji zafeni blizké UV a vysledna barva je vnimana pouze
hmyzem. Flavonoidy jsou pfitomny také v kutikule listl a epidermdlnich bunkéch, kde

chréni pletiva pfed ni¢ivym ucinkem UV zéfeni.

Antioxidanty

Flavonoidy ochraniuji rostlinu pfed nadmérnym UV zéafenim, pii kterém se uvoliuje
velké mnozstvi reaktivnich forem kysliku. Flavonoidy mohou pfimo zhaset superoxid,
hydroxylovy radikal, singletovy kyslik. Ale protoZe jsou pievazné lokalizovany ve
vakuole, je velmi nepravdépodobné, ze by zasahovaly pifimo proti vysoce reaktivnim
formam kysliku, které jsou uvoliiovany z chloroplasti pii fotosyntéze. Reaguji S

peroxidem vodiku, ktery je stabilni a je schopen difundovat pfes membranu.

Inhibitory enzymii

Studie sledovaly inhibi¢ni vliv flavonoidl na fadu jinych rostlinnych enzymu napf.

malatdehydrogenazu, glutamétdekarboxylézu.g’10
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Barviva

Je vSeobecné znamo, ze riizna barva, viné a tvar kvétd piitahuje jiny typ
opylovaci. Vztah mezi barvou kvétli a typem opylovace je alespon Castecné zavisly na
obsahu flavonoidu. Z empirickych i védeckych pozorovani vyplynulo, ze hmyz je citlivy
na barvu flavoni a flavonolovych glykosidi absorbujicich blizko 350 nm a na zluté
flavonoidy jako jsou chalkony, aurony, 3-deoxyanthokyaniny nebo flavonoly s
hydroxylovou nebo methoxylovou skupinou v poloze 6, 8. Na ziklad¢ barevného vidéni
hmyzu se zjistilo, ze véely vSeobecné preferuji zlutou a modrou barvu kvétl, motyli si

libuji v rizové nebo bilé, miry 1aka bila a pro ptaky je atraktivni cervena.

Nékteré typy flavonoidii nejsou dillezité jenom z hlediska opylovani rostlin, ale

sehravaji roli v regulaci riistu a vyvoje rostliny.

3.1.6.2.4. Biologicka aktivita

V Zivém organismu se pravdépodobné zapojuji do oxidacné-redukénich procest,
maji schopnost normalizovat permeabilitu kapilar, pravdépodobné diky svému plisobeni na
metabolismus arachidonové kyseliny vykazuji protizanétlivou a antialergickou aktivitu,
dale i1 antitrombotické a vasoprotektivni U€inky. Mnoho rostlin obsahujici flavonoidy
(petrzel, 1€kotice) plsobi jako diuretika a spasmolytika. Maji také antimutagenni ucinek,
zabranuji vyskytu zubniho kazu, maji 1 protinadorovy ucinek. V piipadé popdlenin a

poskozeni pokozky flavonoidy stimuluji tvorbu epitelu.

O fyziologickych ucincich flavonoidl je dilezité védét, Zze plisobi predevSim v
zazivacim traktu a v cévnim systému. Inaktivuji volné radikély, ve fosfolipidové vrstvé
biomembran inhibuji peroxidaci lipida, snizuji oxida¢ni poSkozeni LDL, a tim také riziko
vzniku aterosklerozy. Zabranuji agregaci trombocytl, snizuji tvorbu trombi (krevnich
srazenin). Zvysuji stabilitu cévnich stén. Napomahaji regeneraci vitaminu C a B-karotenu,
snizuji hladinu sérovych triglyceridi. Maji hepatoprotektivni Gc¢inek a taktéz zabranuji

nepfiznivému ucinku slunecniho zafeni. Z dlouhodobého hlediska snizuji komplikace v
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. . . .. , . o . . , e 9
souvislosti s cukrovkou. Maji i antivirové, antibakterialni a protialergické ucinky.

Jejich schopnost redukce souvisi s po¢tem nenasycenych vazeb na zdkladnim jadie
sloucenin, resp. s oxida¢né-redukénim potencidlem a poctem hydroxylovych skupin
lokalizovanych v riiznych polohdch zékladni struktury flavonoidd. Sviij antioxida¢ni
ucinek miizou vyvijet i nepiimo prostiednictvim tvorby komplexti s kationty kovi, které
potom nevstupuji do reakci, jejichz vysledkem je produkce volnych radikala.

Ptiznivé ovliviluji propustnost cév a kapilar, proto se uspeSné pouzivaji ve

farmakoterapii nemoci spojenych s kapilarnim krvacenim (krvacen sitnice, ledvin atd.)™

Flavonoidy vykazuji i tyto aktivity:

estrogenni aktivita

spasmolyticka aktivita
antimikrobidlni a antivirdlni aktivita
antihemorhagicka aktivita
antiedematosni ti¢inek

antioxidac¢ni aktivita

antimutagenni aktivita

brani sraZeni krve

zadrzuji vapnik v téle

choleretické u€inky

napomahaji regeneraci vitaminu E**%%’
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3.1.6.2.5. Biosyntéza

V rostlinach vznikaji flavonoidy kondenzaci polyacetitu a aromatickych
aminokyselin jako je fenylalanin a tyrosin. Tyto slou¢eniny vznikaji v biosyntetické cesté

kyseliny Sikimové.

L-fenylalanin je pifimym prekurzorem kyseliny skoficové a enzymem
zodpovédnym za konverzi je fenylalaninamoniaklydza. Pfi této reakci dochazi k

stereospecifické eliminaci amoniaku a vznika kyselina trans-skoficova.

Hydroxylaci  kyseliny  trans-skoficové na  Kkyselinu  p-kumarovou (4-
hydroxyskoficovou) katalyzuje enzym trans-cinnamoyl-4-monooxygenaza, cytochrom P-
450-dependentni monooxygenaza. Tady se opét biosyntetickd cesta vétvi a mize

pokracovat az k ligninu.

Dalsi klicovou roli sehrava enzym 4-kumaroyl-CoA-ligaza, ktery z kyseliny p-
kumarové spole¢né s ATP a CoA vytvaii 4-kumaroyl-CoA.

V dalsi fazi reaguji 3 molekuly malonyl-CoA s p-kumaroyl-CoA za spoluptisobeni

chalkonsyntazy a vznika chalkon.

Chalkony v roztoku samovolné cyklizuji na pfislusné flavanony. V rostlinném
organismu je tento krok fizen enzymem chalkonisomerdzou a ze Zlut¢ zbarveného
4,2" 4’6 -tetrahydroxychalkonu vznik4 stereospecifickou izomeraci bezbarvy flavanon -

narigenin. V tomto stupni syntézy dochézi k celé radé€ dalSich enzymaticky fizenych krokii.

Plsobenim bliZze nespecifikovanych oxidoreduktaz vznikaji flavony, napf. apigenin

nebo rizné hydroxylované flavanony.

Z naringeninu pusobenim enzymu isoflavonsyntdzy vychdzi biosyntéza
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isoflavonoidu.

Od naringeninu je odvozena syntéza dihydrokempferolu plsobenim enzymu
naringenin-3-dioxygenaza. Z dihydroxykempferolu pokracuje biosynteticka cesta dale k
cis-flavan-3,4-diolu. V této cest¢ hraji roli dva dulezité enzymy dihydroflavonol-4-
reduktdza, produktem je cis-3,4-leukopelargonidin a dal$i oxidoreduktdzou se dostdvame
az k anthokyanidinim, vznika cihlové cerveny pelargonidin. Z dihydromyricetinu se

odvozuje modry delfinidin a ¢erveny cyanidin, ktery je odvozen z dihydrokvercetinu.9
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3.2. Rostlinné kultury in vitro

Vyssi rostliny jsou dulezitymi zdroji 1é¢ivych latek. Jednou z moznosti, jak se
vyhnout obtizim se zaji$ténim téchto latek, je kultivace rostlinnych tkani a bunék in vitro.
Vyuziti kultur in vitro lze rozd¢lit na dvé oblasti, ve kterych je nejintenzivnéji provadén
vyzkum, ktery ma i své praktické uplatnéni. Jde o problematiku biotechnologickych metod
v rozmnozovani a Slechténi rostlin a 0 produkci sekundarnich metabolitl témito kulturami,
kterou lze ovlivnit napiiklad vyuzitim prekurzor pozadovanych metaboliti,
biotransformaci nebo procesem elicitace. Vyuziti kultur in vitro jako zdroje dulezitych
rostlinnych metabolitli pro farmacii, potravinaistvi, kosmetiku a zemedélstvi se jevi jako

. 1112
velmi perspektivni.™™

3.2.1. Obecna charakteristika

o Diferenciace — chemické a strukturalni zmény v jednotlivych burikach a pletivech
spocivajici v aktivaci 1 inaktivaci ur¢itych geni, jimiz se odliSily od tzv.
eumeristematického stavu a ziskaly jinou specializaci. Opacny proces je nazyvan

dediferenciace.

e Intaktni rostlina — plivodni rostlina péstovana v pfirozenych podminkach

e Kalus, zaval, svalec — v pivodnim vyznamu neorganizované pletivo, vzniklé
¢innosti sekundarnich meristémil po poranéni rostliny, v pfeneseném vyznamu
pletivo, které vznikd na povrchu nenadorovych primarnich explantatii a je schopné

subkultivace

o Kultivace in vitro — péstovani rostlinného materialu v podminkach co nejaplnéji
definovatelnych po strance chemické 1 fyzikalni a zabranujicich nezadouci
kontaminaci cizorodymi zivymi organismy a buiikami
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Kultura rostlinnych explantati — rostlinné explantaty péstované po uréitou dobu
v podminkach in vitro. Kultury rostlinnych explantati lze podle morfologické

charakteristiky zafadit do nékteré z nasledujicich péti kategorii:

Kultura organova — orgénové systémy, organy resp. jejich zdklady nebo ¢asti
péstované v podminkach in vitro zpusobem, ktery umoziuje diferenciaci a ¢asteéné

zachovava 1 jejich stavbu a funkci.

Kultura tkanova — do ruzného stupné soudrzné, morfologicky dezorganizované
mnohobunééné komplexy tkané, pomnozované bud’ na polotuhych ¢i pevnych

nosicich, nasycenych zivnym médiem nebo vyjimecné v tekuté Zivné ptdé.

Kultura suspenzni — volné bunky a bunééné shluky spoleéné¢ pomnozZované,

suspendovany v tekuté zivné pudé, promichavané a provzdusnované.

Kultura bunécnda — volné jednotlivé bunky, resp. jejich nejbliz§i potomstvo,

pomnozované v tekuté ¢i polotekuté ptidé nebo na nosici nasyceném zivnou pudou.

Kultura protoplastii — kultura bunék zbavenych bunéénych stén, kde bunéény
obsah je obalen nikoliv pevnou bunéfnou sténou, ale jen pruznou elastickou

plasmalemou.

Primarni explantat — rostlinny explantat odebrany piimo z intaktni rostliny.

Primarni kultura — kultura primarnich explantati

Subkultivace, pasazovani — prenos celé kultury nebo jeji ¢asti (inokula) do Cerstvé

zivné pidy s cilem obnovit, zachovat nebo =zesilit rist kultury po dalsi

subkultivaéni interval. Subkultivacni interval je doba mezi dvéma pasazovanimi.
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Subkultivacni cislo udava, kolikrat byla kultura pasazovana.

e Rostlinny explantat — kazdy fragment zivého pletiva, cely organ nebo komplex
organl, odebrany bud’ z intaktni rostliny, nebo z jiz existujici kultury s cilem

péstovat jej v podminkach in vitro.

e Rozpadavost kultur — schopnost tkanovych ¢i suspenznich kultur spontanné se
rozpadat na bunéfné shluky a volné bunky, schopné dalsitho rlstu, resp.

pomnoZovani.

e Totipotence — schopnost rostlinnych bun€k kultivovanych in vitro obnovit v
prubéhu diferenciacnich procesi specializované funkce a postupné regenerovat ve
fertilni rostlinu; umoziuje realizace genetickych mén vyvolanych v jednotlivych

1 , S . 13,14
buiikach na arovni celého organismu.*®

3.2.2. Vlastnosti kultur rostlinnych explantatt

e Rostlinné kultury Ize odvodit z bunky ¢i komplexu bunék pletiva kteréhokoliv
organu rostlinného téla (s vyjimkou nékterych velmi specializovanych bunék, napft.

sitkovice, sklereidy).

¢ Vhodnou kombinaci rastové aktivnich latek a ostatnich slozek kultivaéniho média
Ize v kulturach indukovat histogenezi nebo organogenezi, takto je mozné odvodit z

jedné somatické buiiky zivotaschopnou rostlinu.

e Kulturu lze péstovat in vitro za vhodnych kultivaénich podminek neomezené

dlouho.

e Organové, tkanové ani bunécné kultury nejsou schopny bez poskozeni podstoupit
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konzervaci mrazem.

Tkanova a suspenzni kultura se v pribéhu ristu in vitro dediferencuje, ztraci svij
puvodni morfologicky a fyziologicky charakter, neni vSak homogenni, obsahuje

bunky rizného stupné diferenciace.

Explantatové organy, resp. organové zaklady v kultufe in vitro mohou dortstat.
Suspenzni kultury jsou tvofeny volnymi bunikami a jednotlivymi bunéénymi
shluky, pomér volnych bun¢k a bunécnych shlukii se v pribchu kultivace muze
meénit; rozpadavost kultury je ziejmé geneticky podminéna a Ize ji ovlivnit

slozenim média a kultiva¢nimi podminkami.

Rada rostlinnych kultur je schopna trvale rist na plné syntetickych padach, ¢asto

velmi jednoduchych.

Bunky tkanovych ani bunéénych kultur nejsou schopny tvofit jednovrstevnou

kulturu (monolayer), neuchycuji se na tuhé ani na polotuhé podklady.13
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3.2.3. Etapy kultivace explantatovych kultur

Cilem prace je ziskat sterilni rostlinny material s vysokou produkci metaboliti.
Prvnim krokem je vybér vhodné matecné rostliny. Explantatové kultury rostlin znamenaji
aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za umélych podminek. V praxi to znamena
oddélit ze steriln¢ napéstované nebo povrchove sterilizované rostliny urcitou ¢ast, umistit ji
do sterilniho prostfedi a kultivovat za vice ¢i méné definovanych podminek. Vychozi
rostlina by méla byt zdrava, péstovana v optimalnich podminkach. Nejlepsich vysledkt je
dosazeno, je-1i explantat odebran z rostliny v aktivni fazi riistu anebo ze zasobnich organtl.
Z povrchové sterilni nebo asepticky péstované rostliny se fragment nékterého organu
umisti do kultiva¢ni naddoby s vhodnym sterilnim zivhym médiem a inkubuje se pii 23-28
°C. Typ vyvoje explantatu a intenzita proliferace je ovlivnéna kultivaénimi podminkami a
slozenim média. Po né€kolika tydnech se objevi primarni kalus, ktery je schopen se

rozmnozovat na novém médiu.

Ziskany kalus je schopen neomezené proliferace na vhodném médiu po odstranéni
zbytku vychoziho organu. U prvnich pasdzi se mohou objevit morfologické a
morfogenetické zmény. Teprve po vétSim mnozstvi pasazi se ziska stabilni a homogenni
rostlinny materidl, ovSem pouze za predpokladu piisného dodrZzovani konstantnich
podminek kultivace, jako je sloZeni a zpracovani Zivné pudy, teplota, osvétleni, prostiedi a

pravidelnost pasazi.

Z kalusové kultury lze enzymatickym nebo mechanickym zpiisobem odvodit
kulturu suspenzni. V prvnim piipadé se pouzivaji vhodné pektindzy, ve druhém

pomalobézné rolery a tfepacky.

Ve svém principu zahrnuji rostlinné explantatové kultury izolaci bunék, pletiv a
organt a jejich kultivaci ve sterilnich podminkach fizeného prostfedi. Vegetacni vrcholy,
postranni pupeny, €asti stonkd, listl, kofene, reprodukéni ¢asti jako mikrospory, vajicka,
embrya, semena nebo spory, jakoZ i jednotlivé buiiky a protoplasty mohou byt kratkodobé
kultivovany in vitro a za ur¢itych podminek dopéstovany v nové rostliny. To umoziuje
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uskutecnéni cyklu rostlina — explantdt — kultura in vitro — organogeneze nebo
embryogeneze — intaktni rostlina.
Pro GispéSnou kultivaci rostlinnych kultur je dalezité najit optimalni slozeni zivného

média a piipravit vhodné fyzikalni podminky. 13,14

3.2.4. Podminky kultivace rostlinnych explantatt

Optimélni rist, ale 1 produkce sekundarnich metabolitli jsou ovlivnény volbou

vhodnych podminek.

3.2.4.1. Slozeni Zivnych médii

Slozky zivnych pid se podle mnozstvi v pud¢ resp. svého charakteru nebo

fyziologickych ucinkl rozdéluji do nasledujicich skupin:

e Makroelementy — jsou nezbytné pro kultivaci intaktnich rostlin, jedna se o dusik,
siru, fosfor, hot¢ik, vapnik a draslik. Optimalni koncentrace kazdého prvku pro
dosazeni maximalni rdstové rychlosti je zna¢né zavisld na rostlinném druhu.
Pfidavaji se do Zivné piidy ve formée soli, jejich koncentrace v médiu je vyssi nez 30

mg/l.

e Mikroelementy — zahrnuji Zelezo, bor, mangan, zinek, méd’ a molybden. Zelezo a
zinek se obvykle do médii dodavaji v chelatové form&. Do médii se také nékdy
dodéava kobalt, jod, sodik a chlor, ale nemusi byt pro rist explantatové kultury
nezbytné. Vyznam niklu, kobaltu a hliniku pro rust kultivovanych rostlinnych tkani

je zatim sporny.

e Zdroj uhliku — cukry, alkoholy, organické kyseliny. Jsou zékladni stavebni
jednotkou pro nové vznikajici pletiva. Pro vétSinu rostlinnych kultur je

nejvhodnéjsi sachar6za v koncentraci 2 — 5%. V nékterych piipadech je mozné
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sachardzu nahradit glukézou ¢i fruktézou. Alkoholy nemaji pro tkanové kultury
takovy vyznam jako cukry. Jako uspokojujici zdroj uhliku maze slouzit glycerin.
Jiné alkoholy jsou jiz méné uCinné, nékteré jsou neucinné nebo jsou dokonce
toxické (propanol, butanol). Ani organické kyseliny nejsou idealni, pfiznivy vliv na
rust kultury byl zjistén jen u kyseliny jable¢né. Sachardza pfitomna v médiu muze
byt rozstépena na glukozu a fruktézu. K castecné hydrolyze sachar6zy dochazi také

pii autoklavovani média.

Prostiedky pro odpénovani zivnych pid — jsou rostlinné oleje — sojovy, fepkovy,
kokosovy, slune¢nicovy, hoici¢ny, déale zivocisné tuky — 10j, dezodorizovany rybi
tuk, tekuta frakce vepfového sadla a silikonové oleje — jako vodnd emulze s

obsahem 10% silikonu. Tyto prostfedky jsou dulezité predev§im ve vyrobé.

Vitaminy — jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzatory tady metabolickych
procest. Pro rostlinné bunky a pletiva kultivovana in vitro mohou byt nékteré
vitaminy limitujicim faktorem jejich rlstu. Mezi vitaminy nejcastéji pouZivané v
zivnych médiich patii thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a myoinositol.
Thiamin se pouziva obvykle v koncentraci 0,1 — 10,0 mg/l. Je soucasti vétSiny
médii a je pro rust tkdnovych kultur nepostradatelny. V kultiva¢nich médiich se
nékdy pouzivaji dalSi vitaminy jako biotin, kyselina listova, kyselina askorbova,
kyselina pantotenova, riboflavin a dalsi. Jejich pfitomnost vSak neni vétSinou

nezbytna.

Aminokyseliny — slouzi buiikam jako bezprostiedni zdroj dusiku nebo mohou byt
pfimo vyuzivany k syntéze proteinll. Jejich pfirozené smési (napi. hydrolyzat
kaseinu) ptlisobi pfizniveé na rist a vyvoj explantatu, podporuji také organogenezi.
Dodavaji se do zivnych médii piedevsim v ptipad¢ kultivace bunéénych suspenzi a
protoplastl. Pokud se dod4vaji aminokyseliny samotné, je nutné mit na zfeteli, Ze
mohou pfi vy$Sich koncentracich také inhibovat riist. Koncentrace stimulujici rist
zavisi na druhu aminokyseliny. Nejéastéji se pouziva koncentrace v rozsahu 1-100
mg/l.
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e Nedefinované smési prirodnich latek — rhst explantitové kultury je mozné
stimulovat pfidanim celé fady organickych extrakt jako napfi. protein hydrolyzatu,
kokosového mléka, kvasni¢ného extraktu, sladového extraktu, extraktd z bananu,
konského kastanu, vlasského ofechu, kukufice, pSenice, pomerancové ¢i rajéatové
stavy. V soucasné dobé¢ se dava prednost definovanym kombinacim latek a tim se
prechézi ke skute¢né syntetickym médiim. Do médii se také nékdy dodava aktivni

uhli, které mize mit jak stimulac¢ni, tak inhibi¢ni efekt na rist explantata.

e Latky pouZivané pro zpevnéni média — pro ptipravu tuhych médii se nejCastéji
pouziva agar, ktery ma oproti jinym latkdm fadu vyhod. Agarové gely jsou stabilni
pfi kultivacnich teplotich, agar nereaguje s ostatnimi slozkami média a neni
rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost svarového gelu je mozno regulovat pouzitou
koncentraci agaru, druhem agaru a pH média. V piipad€, ze neni pouzito pevné
médium, je mozné explantaty fixovat na mustcich z filtracniho papiru,

polyuretanové péné, cedicové vaté nebo perforovaném celofanu.

¢ Ruiistové regulatory — rostlinné bunky jsou pfi péstovani in vitro vétSinou zavislé
na piitomnosti ristovych regulatorii, protoze syntéza endogennich rhstovych
regulatort (fytohormont) neni pro zajisténi ristu dostate¢na. Pro ucely kultivace

1ze ristové regulatory rozdélit do tii zdkladnich skupin:

1. Auxiny: mezi auxiny pouzivané v tkanovych kulturach rostlin patii predevsim kyselina
B-indolyloctova (IAA), kyselina p-indolyl-4-maselna (IBA), kyselina 2.4-
dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina a-naftyloctova (a-NAA). V kultivacnim médiu
jsou pouzivany predev§im za ucelem stimulace rustu kalusu a bun¢k. V nékterych

ptipadech k indukci tvorby prytu a zejména kotent.

2. Cytokiny: nejdulezitéjsimi piirodnimi cytokiny jsou zeatin a 6- izopentenylaminopurin
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a syntetickymi 6-furfurylaminopurin (kinetin) a 6-benzylaminopurin (BA). Pouzivaji se

ke stimulaci bunééného déleni a k indukci tvorby axilarnich pryta.

3. Gibereliny: hlavnimi zastupci jsou kyselina giberelova (GBA) a giberelin. Pfidavaji se

do média vétSinou za ucelem stimulace rastu bunéénych kultur, kalusti a zakrslych

rostlin.

13,14

3.2.4.2. Fyzikalni podminky kultivace

Jednim z piedpokladi uspésného péstovani rostlin in vitro je jejich adaptabilita na

podminky kultivace dané kultury. Z fyzikalnich faktorti sem lze zaradit osvétleni, teplotu,

pH zivného média, vlhkost vzduchu aj.

Svétlo — plsobenim svétla Casto dochazi v intaktnich rostlindch i tkanovych
kulturdch ke zméné intenzity biosyntézy a k akumulaci sekundarnich metabolitt.
Stejny vliv ma 1 svétlo na organovou diferenciaci. Svétlo také mize byt induktorem
nekterych biosyntéz, napt. syntézy flavonoidli a anthokyantd. Pozitivni vliv svétla
byl déale prokdzan u kultur produkujicich digitoxin a diosgenin. Je znam i vliv

svétla o riznych vlnovych délkach na produkci sekundarnich metaboliti.

Teplota — kultivacni teplota je jednim z faktord, ktery ovliviiuje pribéh kultivace
tkanovych kultur. Vétsinou je empiricky zvolena v rozmezi okolo 23-28 °C. Jeji
hodnota mé& vliv na rychlost ristu kultury a jeji zvySeni mulze indukovat
organogenezi. Pokud je teplota pfili§ nizka, rychlost metabolismu se zpomali, az

zastavi, pokud je ptili§ vysokd, dochazi k poSkozeni bunék.

pH Zivného média — u rostlinnych tkdni neni bezpodmine¢né nutné presna hodnota
pH Zivného média. Optimalni hodnota zavisi na typu kultury. Pro vétSinu kultur in
vitro se doporucuje hodnota pH od 5,5 do 6,0. Na tyto hodnoty se v ptipad¢ potieby

upravuji pudy ptidavkem kyseliny chlorovodikové ¢i hydroxidu sodného.
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e Vlhkost vzduchu — byva nastavena na hodnoty v rozmezi 20 — 98% podle

pozadavki dané kultury.13

3.2.5. Produkce sekundarnich metabolitt

Vys§i rostliny jsou bohatymi zdroji 1éCivych latek. Jednou z mozZnosti, jak se
vyhnout obtizim se zajist€énim téchto latek, by mohlo byt zavedeni systému bunéénych
kultur pro jejich produkci.

Hlavni vyhody bunééné kultivace oproti kultivaci celé rostliny jsou nésledujici:

1. Bunky jakékoliv rostliny, bez ohledu na jeji geograficky ptivod, mohou byt snadno

pestovany k ziskani jejich specifickych metabolitt.

2. Sekundarni metabolity mohou byt produkovany za kontrolovanych podminek a v

prostfedi nezavislém na klimatickych zménéach nebo pidnich podminkach.

3. Automatickd kultura bunécného ristu a racionalni regulace metabolickych procest

muze piispét ke sniZzeni pracovnich nékladl a ke zvySeni produktivity.

4. Rostlinné explantaty jsou péstovany sterilné, bez pouziti ochrannych prostredkl a

hnojiv.
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3.2.6. Biotechnologické vyuziti rostlinnych explantatovych kultur

V poslednich letech nastal vyznamny pokrok ve vyvoji novych technik, kterymi je
mozné dosdhnout zvysSeni produkce a akumulace sekundarnich pfirodnich latek v

bunéénych kulturach in vitro. Jde naptiklad o elicitaci, biotransformaci, imobilizaci.

Uspésnych vysledkti ve vyuzivani rostlinnych bunéénych kultur pro tvorbu
sekundédrnich pfirodnich latek bylo také dosazeno zejména postupy zaloZenymi na

manipulacich se sloZzenim Zivného média, také diky rozvoji metod klonovani.

Perspektivni je i pfenos rostlinnych gend, které koduji enzymy katalyzujici reakce

biosyntézy sekundarni latky do bakteridlni buiiky nebo do buniky mikroskopickych hub.

Pres dosazené uspéchy ziistava stale nevyfeSena celd fada problémd, které stoji v
cesté vyuziti tkanovych kultur pro produkci sekundarnich metabolitl. Zfejmé nejvaznéjSim

je nizky obsah Zadanych latek, kombinovany s Casto se vyskytujici nestabilitou produkce.12

3.2.7. Faze rustu kultury

Rostlinna kultura béhem rdstu prochazi nékolika fazemi. Jednotlivé faze jsou
charakterizovany ristovou kiivkou, ktera vyjadfuje zavislost koncentrace biomasy na ¢ase.
Délka faze zavisi na sloZeni Zivného média, fyzikéalnich faktorech a na typu a stafi bungk,

. .o —y . 13,14
jejich mnozstvi a genetickém vybaveni. 3

1. lag fdze — obdobi ptizplsobeni se naockovanych bunék na nové prostiedi. Po
umisténi bunék do Zivného média je jejich koncentrace po urcitou dobu konstantni

nebo miiZze piechodné klesnout.

2. faze zrychleni (akceleracni) - vSechny diilezité enzymové reakce postupné dosahuji

maximalnich konstantnich rychlosti a prechazeji do ustaleného stavu.
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3. exponencialni faze — bunky rostou stale stejnou maximalni rychlosti, butnika se z
hlediska chemického slozeni neméni. Faze trva tak dlouho, pokud maji bunky
dostate¢né mnozstvi zivin a pokud neni rast bunky inhibovan produkty vlastniho

metabolismu.

4. faze zpomaleni (deklinacni) — s postupnym vycerpanim zivin a hromadénim
metabolickych produktl dochézi k poklesu ristové rychlosti. V této fazi se miize

tvar ristové kiivky velmi lisit, coz zalezi na typu rostlinné kultury.

5. stacionarni faze — populace bunc¢k dosahuje maximalni a po urcitou dobu
konstantni velikosti, doba této faze zavisi stejn¢ jako u predchozi fdze na zplsobu
meéfeni koncentrace bun¢k. Maximalni dosazenou koncentraci bun¢k urcuje fada
faktort; pocate¢ni koncentrace energetického zdroje, zdroje dusiku a stopovych

prvki, koncentrace kysliku, zptisob tpravy pH béhem kultivace.

6. faze odumirani — pro pribéh faze neexistuje zadné pravidlo, odumirani rostlin miize

byt pomalé nebo rychlé, spojené nebo nespojené s autolyzou bundk.*
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3.3. Elicitace

3.3.1. Charakteristika elicitace

Jednou z metod, které lze vyuzit ke zvySeni produkce sekundarnich metaboliti v
rostlinach je elicitace. Rostliny se stejn¢ jako ostatni organismy musi vyrovnat S
nepifiznivymi vlivy zivotniho prostiedi. Tyto nepiiznivé vlivy, které svou intenzitou

vvvvvv

jsou uvedeny v nasledujicim piehledu:

e Abiotické faktory:

Fyzikalni: mechanické Gc¢inky vétru
nadmérné zareni (UV, viditelné)

extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

Chemické: nedostatek vody (sucho)
nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
nedostatek Zivin
nadbytek iontl soli a vodiku v piadé
toxické kovy a organické latky v pudé

toxické plyny ve vzduchu

e Biotické faktory:  herbivorni zivoCichové (spasani, poranéni)
patogeny (viry, bakterie, houby)

vzajemné ovlivilovani (alelopatie, parasitismus)

Rostliny si proti stresu vytvofily rozmanit¢ obranné mechanismy. Pasivni
(dlouhodoby) zptlisob ochrany je zalozen na zamezeni (nebo alespont vyrazném omezeni)

pruniku stresovych faktord do wvnitinitho prostfedi rostliny. K tomuto ucelu slouzi
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pfedev§im specidlni anatomické ochranné struktury (trny, ostny, trichomy, ztlustla

kutikula, impregnovand bunécna sténa). Jiné rostliny vyuzivaji vhodného nacasovani

zivotnich cykli ¢i vytvareni rezervoarti vody a akumulace zasobnich latek.

Pronikne-1i stresor k plazmatické membrané¢ bunék a do symplastu, je jeho

negativni dopad omezen spuSténim mechanismii aktivni odolnosti. Priibéh této stresové

reakce a jeji konecny vysledek zavisi na charakteru, intenzité a délce ptisobeni stresového

faktoru (¢i faktord), jednak na geneticky zakodovanych (adaptacnich) i pfechodnych -

indukovanych schopnostech napadenych rostlin.

Ataklm ostatnich organismu se jednotlivé rostlinné druhy brani nékolika zplsoby:

mechanické struktury (trny, Zahavé trichomy)

produkce toxickych latek (latky nespecifické, produkované 1 bez

pritomnosti patogenti — fytoncidy)

hypersenzitivni reakce (v misté napadeni Sktidcem vznika obranné nekroza,
uvnité loziska byly prokazany nizkomolekularni antibioticky w¢inné

produkty latkové vymeény rostlin, tzv. fytoalexiny

tvorba fytoalexini (syntéza je zavisld na kontaktu s patogenem, signal,
ktery vydava skiidce, oznacujeme jako elicitor, tato reakce je nespecificka,

produkeci jednoho fytoalexinu je schopno vyvolat vice elicitort)

lokalni anatomickd reakce (IéCeni ran zptisobenych Skiidci tim, Ze rostlina

utésni bunééné stény produkci kalosy a lignanu)

aktivace enzymu (zrychlena syntéza hydrolaz §tépicich povrch parazita —

chitinaza, glukonaza)™
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3.3.2. Mechanismus ucinku elicitoru

V¢étSina obrannych reakci rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych gent. Elicitory
obvykle neovlivituji genovou aktivitu piimo, ale zprostiedkované pomoci pienaSecu
signalu (oznacovanych také jako druzi poslové; second messenger). Ti pak pienaseji
signaly v bufice transdukénimi signalnimi cestami, coz vede ke genové expresi a
biochemickym zménam. Pfenos extracelularniho signalu do intracelularniho signdlniho

systému a nésledné k DNA v jadfe je mozny vice systémy.

Byly nalezeny né¢které komponenty signalniho transdukéniho fetézce, které
pomahaji ptenosu signdlu pfes membranu do buiiky. Jedné se o G-protein, vapenaté ionty a

proteinkinazy.

Predpoklada se, ze molekuly biotického elicitoru interaguji se specifickymi
membranovymi receptory. Obsazeni receptoru mize vést k aktivaci G-proteinu, k otevieni
vapenatych kanalll a k rychlému influxu véapenatych iontli do buniky. G-protein lezi na
vnitini strané plazmatické membrany. Po navazani elicitoru na vazebné misto receptoru se

meéni konformace receptoru a v tomto stavu vaze na své intracelularni ¢asti G-protein.

Aktivaci G-proteinu je umoznén vstup vapniku do buiiky pies vapnikovy kanal.
Extracelularni vapnik je povaZovan za signal, ktery pfinasi informaci o poranéni dovnitf
bunky. Dalsi predpokladany zdroj véapenatych iontl, ktery pochazi z intracelularnich
organel (mitochondrie, endoplasmatické retikulum), pfenasi informace v buiice. lonty Ca®*
se uvniti bunky vazi na bilkovinu kalmodulin, ktera ma ¢tyfi vazebna mista pro vapenaté
ionty a naristajici komplex kalcium-kalmodulin moduluje mnoho fyziologickych procest.

Vznikly komplex ovliviiuje aktivitu urcitych proteinkinaz.

Zvyseni koncentrace vapenatych iontll v cytozolu, a tim i aktivace proteinkinaz
muze byt dosazeno i jinymi cestami. Pfenos signidlu miiZze byt zprostiedkovan pomoci
fosfoinositolového systému, pii kterém hydrolyzou lipidi plazmatické membrany jsou
generovany dvé signalni slouceniny: inositol-1,4,5-trifostat a diacylglycerol, které za tiCasti
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iontl vapniku aktivuji proteinkinazy a posléze i expresi gent.

Neékteré pokusy dokazuji, Ze velmi Castym a rychlym zpiisobem pienosu signalu a
aktivace genové exprese je také tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku
vyvolané elicitory. ZvySené mnozstvi peroxidu je mozné zjistit po 5 az 10 minutach
pusobeni elicitoru. Kromé mozného pfimého tcinku mohou reaktivni kyslikové derivaty
ovlivilovat expresi gend i nepiimo - zplisobuji totiz peroxidaci membranovych lipidi, coz
vede k zvySeni syntézy stresovych fytohormont, jejichZ signalni funkce jsou jiz znamy."
Prudké zvyseni hladiny peroxidu vodiku bylo zjisténo napt. po aplikaci kademnatych ionti

u suspenzni kultury Nicotiana tabacum.*®

U abiotickych elicitorii ovS§em nedochazi k vazbé na specificky receptor, ale napf.
tézké kovy pravdépodobné spoustéji peroxidaci lipidi membrany, a tak dochazi ke zvysené
propustnosti membrany pro vapenaté ionty. lonty t&zkych kovil jako Mn?*, Cu*, zn*,
Fe?*, Co®* jsou esencidlni mikroelementy pro rostlinny metabolismus, ale pokud jsou v
nadbytku, mohou byt vysoce toxické. Proto v rostlin€ existuji mechanismy pro uspokojeni
pozadavkll bunééného metabolismu, ale také k ochran€ bunck proti toxickému plisobeni.
Tyto mechanismy jesté nebyly zcela definovany, ackoliv pocet gend, které koduji mozné
transportni struktury, jiz byl uréen.'® Ionty tézkych kovl vyvolaji aktivaci transkripce
nékolika genl tvorbou fytochelatinll. Jsou to malé peptidy syntetizované z glutathionu,

které inaktivuji t&7ké kovy tvorbou komplexi.*®

Chlorid rtutnaty zplsobuje v bunééné kultuie Zea mays zmény v transkripci genil
podobnych tém, které byly pozorovany jako odpoveéd na infekci patogeny (geny chitinas,
1,3-B-glukonas a dalsi). Po ptsobeni chloridu rtutnatého se aktivovaly proteiny bohaté na
glycin, proteiny tepelného Soku a membranovych kanal. Snahou studie bylo zjistit, zda
pozorované zmény mohou byt povazovany za specifickou odpovéd’ na stres t¢zkymi kovy,

nebo zda se jedna o vSeobecnou odpoved’ na abioticky stres.

Pro tento ucel byl sledovan ucinek chloridu sodného, tepla, chladu, UV zafeni a

zranéni na expresi gend, které jsou indukovany pravé chloridem rtutnatym. Zjistilo se, ze
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proteiny syntetizované jako odpovéd’ na chlorid rtutnaty, nejsou specifické pro stres

Vv . v . IR Y, . .. ;g . 20
tézkymi kovy, ale Ze se jedna ziejmé o obecnou reakci na abiotické elicitory.

3.3.3. Elicitory

Elicitory jsou signalni latky, jejichz ptivod je biologicky ¢i nebiologicky. Maji
schopnost dat podnét k aktivaci genl, které jsou nezbytné pro syntézu fytoalexint.
Elicitory aktivuji ur¢ité enzymy, které katalyzuji tvorbu antimikrobialné puisobicich
sekundérnich latek (fytoalexinil) i jinych stresovych latek s charakterem sekundarnich

metabolitu.

3.3.3.1. Biotické elicitory
Jde o organické latky se signalnim uéinkem. Radime mezi né:
e celé intaktni patogenni i nepatogenni organismy nebo jejich ¢asti: viry, bakterie
(napt. Pseudomonas), houby (napi. Candida, Aspergillus), kvasinky,

mykoplazmata

e organické molekuly parazitickych organismi: oligosacharidy, glykoproteiny,

mastné kyseliny
e endogenni konstitutivni elicitory: organické molekuly pochazejici z bunék

napadené rostliny: chitosan, oligogalakturonidy, kyselina jasminova, kyselina

salicylova

3.3.3.2. Abiotické elicitory

Jde o chemické a fyzikalni vlivy, které stresuji rostlinu a spoustéji tvorbu
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fytoalexinli. Vyhoda abiotickych elicitort spocivd v tom, ze jsou chemicky zcela

definované, lze je presnéji davkovat a jsou zpravidla finanéné dostupné. Radime mezi né:

e soli tézkych kovi: CuCly, HgCl,, CdCly, CuSO4, MNSO4, PONO3

e inhibitory latkové vymeény: kyselina trichloroctova, 2,4-dinitrofenol

e fyzikdlni vlivy: UV zafeni, gama zéfeni, zmény pH a osmotického tlaku

o detergenty

e rostlinné ochranné prostiedky: pesticidy™

3.3.4. Kadmium

Kadmium patii ke koviim I.b skupiny periodické soustavy. Jeho atomova hmotnost
je 112,41; patii mezi neuslechtilé kovy. Kadmium netvofi vlastni mineraly, provazi v
malych mnozstvich zinek v jeho rudach. Do potravinového fetézce se celoplosné dostava
vyluhovéanim z aplikovanych fosfatovych hnojiv plivodem ze Severni Afriky. DalSimi
vyznamnymi zdroji jsou emise ze spalovacich procest, rudnych dolii a hutniho primyslu, z
dilnich a primyslovych odpadnich vod, primyslovych kalii, prinikem ze skladek. Uziva

se také pti vyrobé Ni-Cd baterii, lehkotavitelnych slitin, barev na sklo (kadmiova Zlut).

V ovzdui se nachazi asi 0,002 pg/m® kadmia, ve vodé asi 1 pg/l az 10 pg/l.
Nekontaminované pidy mivaji obsah v susiné 0,006 — 5,0 mg/kg, kontaminované az 0 dva
rady vyssi. Rostliny maji rozdilnou rezistenci viici t¢inkiim kadmia — piiklad citlivych jsou
Spenat, soja, odolnych rajCata, brambory. Nejvice akumuluji kadmium listové zeleniny
jako Spenat, salat, dale jsou nalézany vysoké hodnoty v méku. U obilek je obsah
koncentrovan do slupek, z tohoto divodu byvaji nalézdny nékolikanasobné vyssi
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koncentrace u celozrnné mouky.

K pfijmu do organismu vyznamné piispiva koufeni: jedna cigareta obsahuje 1 — 2
pg Cd a z tohoto mnozstvi je po inhalaci pfiblizné 10 % absorbovano. Kadmium je
pomérné Spatn¢ absorbovano z gastrointestinalniho traktu — asi 5 — 8 % z celkové davky,
ale 1 pfesto je u Clovéka hlavni pfijem alimentarni cestou. Akutni toxicita po peroralnim
pfijmu se projevuje nauzeou, zvracenim, prijmem, bolesti biicha, po inhalaci se do 24
hodin rozviji akutni pneumonie. Pfi chronické expozici navozuje kadmium nefrotoxicitu,
emphysem, plicni fibrézu, osteomalacii, méknuti kosti a tim cetné bolestivé zlomeniny

(nemoc ITAI-ITAI pozorovana v Japonsku).

Epidemiologicky byl prokazan vétsi vyskyt rakoviny u lidi profesionalné
exponovanych tomuto kovu. Kadmium ziejmé indukuje nadory plic a prostaty u ¢lovéka.
Riziko karcinogennich ucinkt slouc¢enin Cd se zvysuje pii souasném piijmu dusi¢nanti a
dusitand a pfi tabakismu. Preventivné toxicitu Cd snizuje zvySeny piivod Ca, Zn, Se, Fe a

vysoké davky vitaminu C. A2

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzity material, pfistroje a pomucky
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4.1.1. Rostlinny material

K pokusiim uvedenym v této praci byly pouzity suspenzni kultury, odvozené ze
sterilni kli¢ni rostliny jetele lu¢niho, Trifolium pratense L., Fabaceae (varieta DO-9 a
SPRINT). Semena byla ziskana ze Slechtitelské stanice Domoradice. Elicitace byla

provedena u ttiletych suspenznich kultur.

4.1.2. Stanoveni ztraty susenim

Ztrata suSenim je ztrdta hmotnosti vyjadiend v hmotnostnich procentech. Do
vazenky, ptedem vysuSené 2 hodiny pti 105 °C, byly odvazeny asi 2,000 g explantatové
kultury. Vazenka s obsahem byla zvdzena a suSena 2 hodiny v susarné pii 105 °C. Po
vysuSeni a vychladnuti v exsikatoru byla zvaZena. Ztrata suSenim byla vztaZena na
navazku explantatové kultury a vyjadiena v procentech. Vysledna hodnota ztraty susenim

(DO 9 - 5,58 %, SPRINT — 5,41 %) je aritmeticky pramér ze ti{ stanoveni.?*

4.1.3. Chemikalie

e 6-benzylaminopurin ¢., Lachema Brno

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny €., Lachema Brno
e Dusi¢nan draselny p.a., Lachema Brno

e Ethanol 96%, Lachema Brno

e Chloramin B, Lachema Brno
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Chlorid kobaltnaty p.a., Lachema Brno

Chlorid pyridoxinia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
Chlorid thiaminia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
Chlorid vépenaty p.a., Lachema Brno

Jodid draselny p.a., Lachema Brno

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova ¢., Lachema Brno
Kyselina borita p.a., Lachema Brno

Kyselina chlorovodikové p.a., Lachema Brno
Kyselina mravenci bezvoda p.a., Lachema Brno
Kyselina nikotinova ¢., Lachema Brno

Kyselina octova bezvoda p.a., Lachema Brno
Kyselina octova ledova p.a., Lachema Brno
Kyselina stavelova ¢., Lachema Brno

Methanol p.a., Lachema Brno

Molybdenan sodny p.a., Lachema Brno

Myoinositol ¢., Sigma St. Louis

Sacharo6za p.a., Lachema Brno

Siran amonny p.a., Lachema Brno

Siran hotfecnaty p.a., Lachema Brno

Siran manganaty p.a., Lachema Brno

Siran méd’naty p.a., Lachema Brno

Siran zine¢naty p.a., Lachema Brno

Siran Zeleznaty p.a., Lachema Brno

4.1.4. Pristroje a pomucky

Analytické vahy A 200S, Santorius, Géttingen
Autoklav PS 20A, Chirana, Brno
Horkovzdusny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina

46



e Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

e Ttepacka Unimax 2010, Heidolph

o Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

e Chromatograficka sestava Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055), Merck, Darmstadt

o Kolona LiChrosper RP-18 250x4 (5um) s ptedkolonkou, Merck, Darmstadt

4.2. Kultivace explantatové kultury

4.2.1. Kultivaéni nadoby a nastroje

Ke kultivaci explantadtovych kultur bylo pouzito nadobi z varného skla znacky
SIAL, které je dostatecn¢ odolné viici vode, chemikéliim a rozdilim teplot. Suspenzni
kultury byly kultivovany ve 250ml varnych bainkach z t€hoz skla.

Kovové nastroje byly oplachnuty 96% ethanolem a po zabaleni do hlinikové folie
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nasledujici slozeni:

pii teploté 121°C v autoklavu.

4.2.2. Priprava zivného média

sterilizovany 2 hodiny v horkovzdu$ném sterilizatoru pfi teploté 200 °C. Pipety s kouskem

vaty vlozenym do jejich horniho konce byly také sterilizovany v hlinikové f6lii 15 minut

Pro kultivaci tkanovych kultur bylo pouZito Zivné médium dle Gamborga, které ma

25

KNO3

CaCl, .2 H,0
MgSO, . 7 H,0
(NH4)2SO04
NaH,PO,. H,O
FeSO, . 7 H,0O
Na,EDTA

Kl

H3;BO3

MnSOQO, . H,0O
ZnS0O, . 7 H,0O
Na;MoO; . 2 H,O
CuSO,4 . 5 H,0
CoCl, . 6 H,O
myoinositol
kyselina nikotinova
pyridoxin
thiamin

sacharosa

2500,00
150,00
250,00
134,00
150,00
27,84
37,34
0,75
3,00
10,00
2,00
0,25
0,025
0,025
100,00
1,00
1,00
10,00
30 000,00

mg/I
mg/l
mg/l
mg/I
mg/I
mg/l
mg/l
mg/I
mg/I
mg/l
mg/l
mg/I
mg/I
mg/l
mg/l
mg/I
mg/I
mg/l
mg/l
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Jako stimulator rdstu byla pouzita 2 mg/l 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina v

kombinaci s 2 mg/l 6-benzylaminopurinem.

Puda piipravena pro kultivaci suspenzni kultury byla rozlita po 25 ml do varnych
ban¢k. Banky byly uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany v autokldvu 15 minut pii

teploté 121 °C a tlaku pary 0,1 MPa.

4.2.3. Pasazovani a kultivace

Pasdzovani bylo provadéno v aseptickém boxu s lamindrnim proudénim, jehoz
prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzafen nejméné 1 hodinu germicidni
zativkou. Pti praci byly vzdy zachovany piisné aseptické podminky, bylo pouzito sterilni

sklo a néstroje.

Suspenzni kultura byla odvozena z rozpadavé kalusové kultury mechanickym
rozvolnénim na tfepacce a nasledné kultivovana na pomalobézném roleru. Pasazovani bylo
provadéno vzdy po 14 dnech subkultivace prenesenim ¢asti narostlé¢ suspenze do banék s
cerstvym médiem dle Gamborga. Kultivace probihala pfi teploté 25 °C a svételné periodé

16 hodin svétlo a 8 hodin tma.

4.3. Elicitace

K elicitaci byly pouzity roztoky chloridu kademnatého o koncentraci 0,1 pumol, 1

pmol, 10 umol, 100 pmol.

Elicitace suspenzni kultury byla provadéna za aseptickych podminek v boxu s
laminarnim proudénim vzduchu. Pfi elicitaci byl pfidavan 1,0 ml elicitoru ptislusné
koncentrace k suspenzni kultute ve 21. dni kultivace. Ke kontrolnim kulturdm byl pfidavan

1,0 ml destilované vody.
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K experimentu bylo vzato 108 kultivac¢nich ban¢k. Soubor 12 bané€k bez elicitoru
slouzil jako kultura kontrolni. Do ostatnich 96 ban¢k s kulturou byl pfidan vzdy 1,0 ml
elicitoru o piislusné koncentraci. Potom byly baiky peclivé uzavieny hlinikovou f6lii a
dale kultivovany za jiz uvedenych podminek. Vznikly tak 4 soubory Sesti banék s

elicitovanou kulturou.
Elicitované kultury byly odebirany po 6, 24, 48 a 168 hodindch. Odbéry

kontrolnich kultur byly provedeny po 6 a 168 hodindch. Bunky byly oddéleny od

kultiva¢niho média filtraci za snizeného tlaku a byly suSeny pfi laboratorni teplotg.

4.4. Stanoveni obsahu flavonoidu

Obsah flavonoidd byl stanoven spektrofotometricky po reakci s roztokem kyseliny

. L . . “ L 24
borité a kyseliny stavelové v kyseliné¢ mravenci bezvodé.

Zakladni roztok: 0,400 g praskované drogy se ve 250ml baiice smiché se 40 ml

lihu R 60% (V/V) a zahtiva se 10 minut ve vodni lazni pti 60 °C, za Castého protiepavani.
Po ochlazeni se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100ml odmérné bainky. Choméacek vaty se
vlozi ke zbytku drogy ve 250ml baiice, ptida se 40 ml lihu R 60% (V/V) a zahiiva se 10
minut ve vodni 1azni pfi 60 °C, za Castého protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje do téZe
odmérné banky. 250ml barika i filtr se promyji lihem R 60% (V/V) a promyvaci tekutina se
pfida do odmérné banky. Spojené roztoky se zfedi lihem R 60% (V/V) na 100,00 ml a

roztok se zfiltruje.

ZkouSeny roztok: 5,0 ml zakladniho roztoku se odpafi v bance s kulatym dnem za

snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dili methanolu R a
kyseliny octové ledové R (10 + 100) a pfevede se do 25ml odmérné banky. Bailka s
kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu R a kyseliny octové
ledové R (10 + 100) a promyvaci tekutina se ptevede do téZe odmérné banky. K tomuto

roztoku se prida 10,00 ml roztoku, ktery obsahuje kyselinu boritou R (25,0 g/l) a kyselinu
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stavelovou R 20,0 g/I) v kyselin¢ mraven¢i bezvodé R a zfedi se kyselinou octovou

bezvodou R na 25,0 ml.

Kontrolni roztok: 5,0 ml zakladniho roztoku se odpafi v baiice s kulatym dnem za

snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dili methanolu R a
kyseliny octové ledové R (10 + 100) a pfevede se do 25ml odmérné banky. Banka s
kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dild methanolu R a kyseliny octové
ledové R (10 + 100) a promyvaci tekutina se pievede do téZze odmérné banky. K tomuto
roztoku se pfida 10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé¢ R a zfedi se kyselinou octovou

bezvodou R na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méfi absorbance (2.2.25) zkouSeného roztoku pii 410 nm proti
kontrolnimu roztoku.
Obsah flavonoidii v procentech, vyjadieno jako hyperosid (C21H20012) se vypocita

podle vzorce:
A.1,235/m

v némz znaci:

A — absorbanci roztoku v maximu pii 410 nm
m — hmotnost zkousené drogy v gramech

Specificka absorbance ma hodnotu 405

4.5. Stanoveni obsahu isoflavonoidu

Ke stanoveni genisteinu, daidzeinu, genistinu a formononetinu byla zvolena metoda

HPLC.?

4.5.1. Priprava vzorku

Asi 0,8000 g upraskované kultury se ve 100ml baiice smicha s 15 ml methanolu
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80% a extrahuje se 30 minut na vodni ldzni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se
zfiltruje pres maly chomacek vaty do 25ml odmérné bailky. Chomacek vaty se vlozi ke
zbytku kultury ve 100ml barice, ptida se 15 ml methanolu 80% a extrahuje se jesté jednou
20 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje do téze odmérné
baiiky a spojené extrakty se zfedi methanolem 80% na 25,0 ml. Roztok se pfevede pres

mikrofiltr do vialek a analyzuje se metodou HPLC.

4.5.2. HPLC analyza

HPLC analyzy byly provadény na chromatografické sestavé Jasco (Cerpadlo PU-
2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené ptedkolonkovym filtrem a
kolonou LiChrosper RP-18 250x4 (5pum) s ochranou predkolonkou.

Eluce mobilni faze probihala nejdiive gradientové. V Case t = 0 bylo slozeni 30%
methanolu a 70% vody, v €ase t = 9 min 80% methanolu a 20% vody. Nasledovala

1sokraticka eluce stejnym slozeni do ¢asu t = 15 min.

Pratok byl 1,1 ml/min, mobilni faze obsahovala jako pufr 0,15% kyseliny

fosforecné.

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych délek 200 —
650 nm. Obsah sledovanych latek byl vypocten z pikl pfi vinové délce 260 nm. Obsah
vSech latek byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovnanim s

kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci externé méteného standardu téze latky.

52



4.6. Statistické vyhodnoceni
Statistické zpracovani namétrenych hodnot obsahu flavonoida v kulturach Trifolium

pratense L. bylo provedeno na zaklad¢é T-testu (test vyznamnosti rozdilu dvou praméri),

pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05.
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Aritmeticky pramér

X|
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N

Smérodatna odchylka

N rozsah souboru
Xeveern nameétrené hodnoty
Xevernns aritmeticky primér
Sevevnn smérodatnd odchylka
T —test
t= |)_(1_)_(2| \/nlnz(n1+n2 _2)
Jn.s,’ +n,s,” n, +n,
Np oo pocet ¢lent pokusného souboru
n...... pocet ¢lend kontrolniho souboru

Xevernn aritmeticky pramér pokusného souboru



X2uuenn aritmeticky pramér kontrolniho souboru

S1eeee smérodatnd odchylka pokusného souboru
Souiinns smerodatna odchylka kontrolniho souboru
... testovaci kritérium

Testovacimu kriteriu pfislusi t rozdéleni se stupném volnosti (v) vypocitané podle vztahu :

Vv=ni+n,-2

Kriticka hodnota t(v)p pro p(0,05) a v(2) = 2,92

Hodnotu testovaciho kriteria (t) srovname s pfislusnou kritickou hodnotou t(v), pro
vypocditany stupeni volnosti (V) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p). Je-li hodnota (t) vétsi

nez hodnota t(v)p je rozdil | X; - X2 | statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti.”®

5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

Tabulka 1. Produkce flavonoidt v suspenzni kultute Trifolium pratense L.(varieta DO-9)

elicitované chloridem kademnatym

Koncentrace Doba Elicitace Kontrola T-test
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elicitoru ap_li_k ace Primérmy = Smérodatnd | Primérny = Smérodatna
(pmol) e'{'ﬁgg{ U obsah (%) odchylka = obsah (%)  odchylka

6 0,295 0,004 0,174 0,002 28,441
o1 24 0,132 0,004 0,174 0,002 11,030
48 0,125 0,002 0,174 0,002 19,400
168 0,504 0,029 0,249 0,007 8,672
6 0,339 0,003 0,174 0,002 56,938
. 24 0,157 0,007 0,174 0,002 2,548
48 0,137 0,005 0,174 0,002 7,800
168 0,498 0,025 0,249 0,007 9,591
6 0,158 0,009 0,174 0,002 1,854
10 24 0,101 0,003 0,174 0,002 23,324
48 0,134 0,007 0,174 0,002 5,996
168 0,230 0,014 0,249 0,007 1,214
6 0,218 0,004 0,174 0,002 72,388
100 24 0,183 0,001 0,174 0,002 5,270
48 0,188 0,002 0,174 0,002 6,600
168 0,294 0,050 0,249 0,007 0,891

Tabulka 2. Produkce flavonoidti v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. (varieta

SPRINT) elicitované chloridem kademnatym

Elicitace

Kontrola

Primérny Smérodatna

Primérny | Smérodatna

Doba
Koncentrace .
- aplikace
elicitoru L
elicitoru
(mol) (hod)
6
0,1
24

obsah (%)  odchylka
0,472 0,013
0,283 0,005

obsah (%) odchylka
0,156 0,005
0,156 0,005

T-test

25,060
26,669
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48 0,156 0,021 0,156 0,005 0,024

168 0,224 0,008 0,190 0,005 3,198

6 0,265 0,010 0,156 0,005 11,281

24 0,168 0,020 0,156 0,005 0,588

. 48 0,055 0,003 0,156 0,005 34,814
168 0,192 0,002 0,190 0,005 0,908

6 0,361 0,001 0,156 0,005 129,337

24 0,336 0,011 0,156 0,005 16,923

10 48 0,122 0,017 0,156 0,005 2,082
168 0,235 0,010 0,190 0,005 3,687

6 0,376 0,008 0,156 0,005 27,029

24 0,198 0,009 0,156 0,005 4,808

+0 48 0,163 0,014 0,156 0,005 0,497
168 0,260 0,003 0,190 0,005 9,191

Zvyraznéné hodnoty obsahu flavonoidldl jsou statisticky vyznamné vys$i nez hodnoty

kontroly, p = 0,05.

Tabulka 3. Produkce isoflavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. (varieta

SPRINT) elicitované chloridem kademnatym

Koncentrace Doba
elicitoru aplikace Obsah isoflavonoidi (%)
(nmol) elicitoru
(hod) genistein daidzein genistin  formononetin
6 0,01 0,02 - -
24 0,01 0,02 ] _
0,1
48 0,02 0,02 ] )
168 0,02 0,03 - -
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6 0,01 0,02 -
. 24 0,01 0,02 0,01
48 0,01 0,02 -
168 0,01 0,02 0,01
6 0,01 0,03 -
24 0,02 0,04 0,01
10
48 0,01 0,03 -
168 0,01 0,02 -
6 0,01 0,03 -
24 0,01 0,03 _
100
48 0,01 0,03 -
168 0,02 0,01 -
6 0,01 0,02 -
24 0,01 0,02 }
kontrola
48 0,01 0,02 -
168 0,01 0,01 -
5.2. Grafy

Graf 1. Suspenzni kultura Trifolium pratense L. (varieta DO-9) elicitovana chloridem

kademnatym
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6. DISKUSE

Vyuziti explantatovych kultur jako zdroje dulezitych rostlinnych metabolitti pro
farmacii, potravinarstvi, kosmetiku a zemédélstvi se jevi jako velmi perspektivni.
Ekonomické parametry takto ziskanych produkti jsou vsak obvykle nizsi nez u latek
ziskanych z intaktnich rostlin. Jsou proto hledany techniky, kterymi by bylo mozné
produkci sekundérnich metaboliti v téchto kulturdch zvysit. Jednou z moznosti

. . ., .. 1
intenzifikace se jevi metoda elicitace.™

Mezi elicitory lze zatadit také soli tézkych kovil. Jsou zndmy nékteré mechanismy,
kterymi t€zké kovy ovlivituji (v kladném i zaporném smyslu) intenzitu biosyntetickych

d&ja.”® PH optimalizaci podminek lze tedy elicitadnich uginkii iontd t&zkych kovi

vyuzit k cilené produkci sekundarnich metabolita.

K nejpouzivangj$im abiotickym elicitorim ze skupiny tézkych kovl patii olovnaté
a kademnaté ionty. Je prokdzdno, Ze mohou navodit zvySeni syntézy specifickych
sekundarnich metabolitd, jejich nevyhodou je vSak vyrazné toxické plisobeni na

rostlinné bunky, které se projevuje ibytkem biomasy a nasledné i Gitlumem produkce.

V soucasnosti je ziejmy stoupajici zajem o produkci flavonoidi a isoflavonoidi
rostlinnymi explantaty, coz souvisi s Sirokym spektrem biologickych uc¢inka téchto
latek. Velmi nad&nym zdrojem téchto piirodnich latek je jetel luéni (Trifolium
pratense L., Fabaceae). Je uzivan v lidovém 1éCitelstvi a jako hospodaiska plodina.
V soucasnosti je k dispozici cela fada ptipravkil s obsahem jetele lu¢niho, které jsou
doporucovany zenam ke zmirnéni €i odstranéni pfiznaki menopauzy. Mnohé studie se

proto snazi potvrdit toto ptiznivé ptisobeni, jejich vysledky vSak nejsou ale j ednotné.®

U suspenzni kultury Trifolium pratense L. (variety DO-9, SPRINT) byl sledovan

vliv elicitoru chloridu kademnatého na produkci flavonoida a isoflavonoidi.
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K abiotické elicitaci byly pouzity ¢tyfi vodné roztoky chloridu kademnatého o
koncentracich 100 uM, 10 uM, 1 uM a 0,1 uM, které byly zvoleny na zéklad¢ literarni
reSerse. 3230

Také sledované doby pisobeni tohoto elicitoru (6, 24, 48 a 168 hod.) vychazely
Z publikovanych udajt, které udavaji zvySeni produkce sekundarnich metabolitl

$2-34 K ontrolni kultury

Vv pritbéhu nékolika hodin az dni po aplikaci ionti tézkych kovi.
byly odebirany pouze po 6 a 168 hodinach, nebot’ se jejich produkce v takto kratkych

casovych intervalech vyrazné neméni.

Dalsim faktorem, ktery muze ovlivnit uspéSnost elicitace, je fyziologicky stav
kultury, respektive jeji rustova faze. Z predchéazejicich pokusi vyplyva, Ze pro elicitaci
suspenzni kultury Trifolium pratense L. je optimalni 21. den subkultivace, a proto

elicitace kultury byla provedena v tomto dni kultivace.'?

Sledujeme-li vliv abiotické elicitace na produkci flavonoidti suspenzni kulturou
Trifolium pratense L. varieta DO-9 (tab. ¢. 1, graf ¢. 1) v zavislosti na délce pusobeni a
koncentraci chloridu kademnatého je zfejmé, Ze u nejkrat§i 6hodinové aplikace se
pozitivni elicitaéni ucinek projevil u vSech sledovanych koncentraci elicitoru (s
vyjimkou koncentrace 10 pM), pfi¢emz vyssi produkci zptsobily nejslabsi koncentrace
elicitoru 1uM a 0,1uM. Nasledujici 24 ani 48hodinové pusobeni elicitoru v Zzadném
pfipadé¢ produkci pozitivn€ neovlivnilo. K maximalnimu zvySeni akumulace
sledovanych metaboliti doSlo az po 168hodinové elicitaci vSemi koncentracemi
chloridu kademnatého. Pfi¢emz nejvyssi obsah flavonoidi (0,504 %) byl zjistén po

168hodinovém ptisobeni 0,1uM roztoku chloridu kademnatého.

U suspenzni kultury Trifolium pratense L. varieta SPRINT (tab.2, graf ¢.2) byla
produkce stimulovdna nejlépe jiz po nejkrat§i 6hodinové aplikaci elicitoru, kdy
vSechny koncentrace chloridu kademnatého statisticky vyznamné zvySily obsah
flavonoidl oproti kontrole. Maximalni obsah (0,472 %) byl zjistén po 6hodinovém
pusobeni 0,1uM roztoku chloridu kademnatého, tedy opét jako u predchéazejici variety

nejslabsi koncentrace sledovaného elicitoru. 24hodinovou aplikaci elicitoru nelze
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jednozna¢né¢ hodnotit a 48hodinové pisobeni sledovanych koncentraci elicitoru
produkci pozitivné neovlivnilo. Avsak nejdelsi 168hodinova aplikace vsech
koncentraci roztoku chloridu kademnatého opét zvySeni obsahu flavonoidi

V porovnani s kontrolou zpusobila.

Na zékladé uvedenych vysledki 1ze konstatovat, Ze abioticka elicitace explantatové
kultury Trifolium pratense L. chloridem kademnatym stimulovala v porovnani
s kontrolni kulturou produkci flavonoidil v suspenzni kultuie variety DO-9 0 102 % a u
variety SPRINT 0 202 %. Zvyseni akumulace sledovanych metabolitii nebylo pfilis
velké, coz muze byt zplsobeno jiz pomérné vysokou produkci kontrolni kultury.
Proces elicitace ma totiz pozitivni vliv pfedevS§im na ty kultury, u nichz jsou vychozi

hladiny sekundarnich latek nizké.

V suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta SPRINT elicitované chloridem
kademnatym byla sledovana metodou HPLC také produkce isoflavonoidi. V kontrolni
kultufe byly zjistény isoflavonoidy genistein a daidzein (tab. ¢. 3). Kladné lze hodnotit
zejména 24hodinovou aplikaci koncentrace 10uM, ktera zvySila obsah genisteinu a
daidzeinu o 100% a vyvolala produkci formononetinu, ktery u kontrolni kultury
zaznamenan nebyl. Koncentrace isoflavonoidi ve sledované kultufe jsou ovSem velmi

nizké.

Vyuziti chloridu kademnatého jako elicitoru lze na zakladé literarnich zdroju

Y1 o 32,3334
dokumentovat na tad¢ priklada. 32333

Také vysledky naSich pokusti naznacuji, Ze
sledovany elicitor ovlivnil produkci pfedev§im flavonoidi explantatovou kulturou
Trifolium pratense L. pozitivné¢, a proto by tato kultura mohla byt dobrym

experimentalnim systémem pro dalsi studie téchto vyznamnych pfirodnich latek.
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7. ZAVER

Vysledky této prace 1ze shrnout do nésledujicich bodi:

1) Nejvyssi obsah flavonoida v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. varieta DO-9
vyvolala 168hodinova elicitace 0,1uM roztokem chloridu kademnatého, kdy doslo

ke statisticky vyznamnému zvyseni produkce o cca 102% oproti kontrolni kultufe.

2) Maximalni obsah flavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. varieta
SPRINT vyvolala 6hodinova elicitace 0,1uM roztokem chloridu kademnatého, kdy
doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce o cca 202% vV porovnani

s kontrolni kulturou.

3) Pomoci metody HPLC bylo zjisténo, ze explantatova kultura Trifolium pratense L.
obsahuje isoflavonoidy genistein, daidzein a formononetin. Elicitace chloridem

kademnatym ovlivnila tuto produkeci pozitivné.

4) Bylo potvrzeno, ze chlorid kademnaty patii k vyznamnym signalnim latkam
rostlinnych obrannych reakci, které vedou ke zvySené produkci sekundarnich

metabolitu.
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Adéla Kerkova

Vliv elicitace na produkci suspenzni kultury Trifolium pratense L.

Souhrn

V praci byl sledovan vliv ¢ty koncentraci chloridu kademnatého na produkcei
flavonoidi a isoflavonoidi suspenzni kulturou Trifolium pratense L. (varieta DO-9 a
SPRINT).

Kultury byly kultivovany pii teploté 25 °C a svételné periodé 16 hodin svétlo/ 8
hodin tma na Zivném médiu podle Gamborga spiidavkem 2 mgl* 2,4-
dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mgl® 6-benzylaminopurinu. U elicitovanych i
kontrolnich vzorkd bylo provedeno fotometrické stanoveni flavonoidi dle Ceského
lIékopisu 2005 a stanoveni isoflavonoidii metodou HPLC. Z vysledki vyplyva, ze
optimalni vliv chloridu kademnatého na produkci flavonoidu a isoflavonoidii se projevil u
variety DO-9 po 168hodinové aplikaci a u variety SPRINT po 6hodinové aplikaci

koncentrace 0,1 umol.

Adéla Kerkova

The Influence of Elicitation on the Production of Suspension Culture of Trifolium

pratense L.

Summary

The paper examined the effect of four concentrations of cadmium chloride on the
production of flavonoids and isoflavonoids by the Trifolium pratense L. suspension culture
(variety DO-9 and SPRINT).

The cultures were cultivated in the Gamborg nutrient media with the addition of 2
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mg.I" of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 2 mg.I" of 6-benzylaminopurine, at the
temperature of 25 °C, 16-hr light/ 8-hr dark period. The elicited and the inspection samples
underwent the photometric determination of flavonoids in accordance with the Czech
Pharmacopoeia 2005 and the determination of flavonoids via the HPLC metod. The results
show that the optimal effect of cadmium chloride on the production of flavonoids and
isoflavonoids was manifestated after a 168-hour application of a concentration 0,1umol
(variety DO-9) and after 6-hour application (variety SPRINT).
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